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Ga naar: 
Abstract 


Therapeutische toepassingen van synthetisch mRNA werden meer dan 30 jaar geleden voorgesteld 
en vormen momenteel de basis van een van de vaccinplatforms die op grote schaal worden gebruikt 
als onderdeel van de volksgezondheidsstrategie om COVID-19 onder controle te krijgen. Tot op heden 
zijn er geen gepubliceerde studies over de biodistributie, cellulaire opname, endosomale 
ontsnapping, translatiesnelheden, functionele halfwaardetijd en inactivatiekinetiek van synthetisch 
mRNA, snelheden en duur van vaccin-geïnduceerde antigeenexpressie in verschillende celtypen. 
Bovendien heeft, ondanks de veronderstelling dat er geen mogelijkheid is van genomische integratie 
van therapeutisch synthetisch mRNA, slechts één recente studie de interacties tussen vaccin-mRNA 
en het genoom van getransfecteerde cellen onderzocht en gerapporteerd dat een endogeen 
retrotransposon, LINE-1, niet meer wordt gestild na mRNA-intrede in de cel, wat leidt tot omgekeerde 
transcriptie van volledige vaccin-mRNA-sequenties en nucleaire intrede. Deze bevinding zou een 
groot veiligheidsprobleem moeten zijn, gezien de mogelijkheid van door synthetisch mRNA 
aangestuurde epigenetische en genomische modificaties. Wij stellen voor dat bij vatbare individuen 
de cytosolaire klaring van nucleotide-gemodificeerd synthetisch (.nms -mRNA's) wordt belemmerd. 
Aanhoudende aanwezigheid van nms -mRNA in het cytoplasma dereguleert en activeert endogene 
transponeerbare elementen (TE's), waardoor sommige van de mRNA-kopieën worden omgekeerd 
getranscribeerd. De cytosolaire accumulatie van het nms -mRNA en de omgekeerd getranscribeerde 
cDNA-moleculen activeert RNA- en DNA-sensorische paden. Hun gelijktijdige activering initieert een 
gesynchroniseerde aangeboren respons tegen niet-eigen nucleïnezuren, wat leidt tot de productie 
van type-l-interferon en pro-inflammatoire cytokines die, indien ongereguleerd, leiden tot auto- 
inflammatoire en auto-immuunziekten, terwijl geactiveerde TE's het risico op insertiemutagenese van 
de omgekeerd getranscribeerde moleculen verhogen, wat coderende regio's kan verstoren, het risico 
op mutaties in tumorsuppressorgenen kan vergroten en kan leiden tot aanhoudende DNA-schade. 
Vatbare individuen zouden dan naar verwachting een verhoogd risico hebben op DNA-schade, 
chronische auto-ontsteking, auto-immuniteit en kanker. Gezien de huidige massale toediening 


van nms -mRNA-vaccins is het essentieel en urgent om de intracellulaire cascades die worden 


geïnitieerd door de cellulaire opname van synthetisch mRNA en de gevolgen van deze moleculaire 
gebeurtenissen volledig te begrijpen. 


Trefwoorden: Auto-immuniteit, Auto-ontsteking, DNA-schade, Endogene transponeerbare 
elementen, Genomische integratie, IEN, LINE-1, mRNA-vaccin, nms -mRNA, TREX-1 


Ga naar: 
Invoering 


Exogene mRNA werd voor het eerst voorgesteld in 1990 voor gebruik in therapeutische [1] en 
preventieve [2], [3] toepassingen. Sindsdien is er een opvallende en groeiende interesse in de 
ontwikkeling van nieuwe RNA-gebaseerde therapieën. Huidige klinische toepassingen van twee 
hoofdtypen RNA-gebaseerde technologie: messenger RNA (mRNA) en small interfering RNA (siRNA) 
zijn gericht op kankerimmunotherapie, proteïnevervangingstherapie, genoombewerking en 
vaccinatie. Het centrale idee rondom deze technologie is eenvoudig: mRNA-gebaseerde toepassingen 
maken het mogelijk om genetische instructies af te geven om een somatisch defect te corrigeren 
door de normale versie van een ontbrekend of veranderd eiwit te synthetiseren [1], of om instructies 
af te geven om een antigeen eiwit te creëren om specifieke immuunreacties te induceren [4] ; terwijl 
siRNA-gebaseerde toepassingen ziektegerelateerde genen op een sequentiespecifieke manier tot 
zwijgen brengen [5] . Vóór de COVID-19-pandemie waren de enige op RNA gebaseerde therapieën die 
‘klinische goedkeuring hadden gekregen van de Amerikaanse Food and Drug Administration (FDA) of 
het Europees Geneesmiddelenbureau (EMA) vier synthetische lipidenanodeeltjes (LNP)-mRNA of 
chemisch gemodificeerde siRNA-geneesmiddelen (patisiran, givosiran, lumasiran en inclisiran) [5]. 
Deze zijn commercieel verkrijgbaar voor de behandeling van ongebruikelijke aandoeningen, zoals 
acute hepatische porfyrie, type | hyperoxalurie, heterozygote familiaire hypercholesterolemie en 
erfelijke transthyretine-gemedieerde amyloïdose. 


Ondanks dat het bijna drie decennia geleden is dat voor het eerst werd aangetoond dat mRNA kan 
worden gebruikt om specifieke immuunreacties tegen een pathogeen op te wekken, waren vaccins 
op basis van mRNA voor menselijk gebruik vóór de COVID-19-pandemie alleen ontwikkeld en getest 
in preklinische en klinische proeven [6] . In 2020 werden als gevolg van de COVID-19-pandemie 
mRNA-gebaseerde vaccins met een ongekende snelheid ontwikkeld. In minder dan een jaar werden 
twee mRNA-gebaseerde COVID-19-vaccins ontworpen, geproduceerd, getest en geautoriseerd voor 
algemeen en wijdverbreid gebruik in de menselijke populatie. Een noodsituatie op het gebied van de 
volksgezondheid kan vaak snelle beslissingen rechtvaardigen, en sommige zullen noodzakelijkerwijs 
gebaseerd zijn op minder dan de minimaal gewenste informatie. EERE OASESChEIEMSSUSI SHE 
mogen sommige hoeken nooit worden afgesneden, met name die welke, als ze over het hoofd 
worden gezien, een ernstige impact op de menselijke gezondheid kunnen hebben. Met andere 
woorden, zelfs noodmaatregelen voor de volksgezondheid moeten rekening houden met de 
fundamentele premisse van primum non nocere , misschien wel een van de belangrijkste 
voorschriften van de bio-ethiek die alle geneeskundestudenten over de hele wereld leren [/], [8]. 
Hoewel kan worden betoogd dat elke preventieve of therapeutische farmacologische interventie een 
tweesnijdend zwaard is als we elk mogelijk neveneffect dat met het gebruik ervan in verband kan 


worden gebracht, in overweging nemen [9] „miestemontvangersmvoordatzeteestemminggevenvoon 
het ontvangen van de COVID-19 mRNA-vaccins, zeker worden geïnformeerd over wat bekend is en 
wat niet bekend is in termen van veiligheid op de korte en lange termijn. Dit werd kort na de 
goedkeuring van het vaccin expliciet aan de medische en wetenschappelijke gemeenschap 

herinnerd [10], [11], maar is niet systematisch gedaan, althans niet in de meeste landen. 


Het veiligheidsprofiel van nucleoside-gemodificeerd synthetisch mRNA (hierna nms -mRNA) is nog 
lang niet volledig begrepen. Proeven om de biodistributie, cellulaire opname, endosomale 
ontsnapping, translatiesnelheden, functionele halfwaardetijd en inactivatiekinetiek van synthetisch 
mRNA, snelheden en duur van vaccin-geïnduceerde antigeenexpressie in verschillende celtypen, 
evenals mogelijke interacties met het gastheergenoom te evalueren, werden omzeild. Een van de 


grootste veiligheidszorgen bij het introduceren van nms -mRNA, zoals dat in de twee goedgekeurde 
mRNA COVID-19-vaccins, is de mogelijkheid dat dergelijke modificaties uiteindelijk zullen leiden tot 
epigenetische en/of genomische modificaties in delende en niet-delende cellen. Helaas benadrukken 
de meeste wetenschappelijke reviews die de risico's en voordelen van deze vaccinplatforms 
bespreken, ondanks het gebrek aan informatie, hun hoge veiligheidsniveau (bijv. [12], [13], [14] ) en 
beweren dat er geenmisicaisopgenomischeintegratiemetdezewvaceins [15], [16], zoals kan 


voorkomen - zij het met een lage frequentie - bij op plasmide-DNA gebaseerde vaccins [17] of 
sommige gevectoriseerde vaccins [18], [19]. Niettemin moet worden begrepen dat vóór de 
goedkeuring van het synthetische mRNA COVID-19-vaccin en de massale uitrol, voor zover wij weten, 
geen enkel gepubliceerd artikel experimenteel de mogelijkheid had onderzocht van het optreden van 
epigenetische verschijnselen (zoals modificaties van de chromatinestructuur), chromosomale 
integratie van retrogetranscribeerd nms -mRNA, genotoxiciteit en oncogenese na opname van het 
mRNA-vaccin. In de 14 maanden na de goedkeuring van het vaccin heeft slechts één door vakgenoten 
beoordeeld onderzoek waarvan wij weten een van deze mogelijkheden onderzocht, waaruit blijkt dat 
vaccin nms -mRNA de expressie van endogene transponeerbare elementen (TEs) kan activeren, een 
reverse transcriptie kan ondergaan en de celkern kan binnendringen [20]. 


Het consensusrapport van begin 2020 van de wetenschappelijke werkvergadering van de Coalition for 
Epidemic Preparedness Innovations (CEPI) en het Brighton Collaboration (BC) Safety Platform for 
Emergency Vaccines (SPEAC), dat zich richtte op het verminderen van zorgen over de veiligheid van 
de COVID-19-vaccins die worden ontworpen, presenteerde geen bewijs van een studie naar de 
potentiële genotoxiciteit van nms -mRNA, noch uitten ze enige bezorgdheid over het gebrek aan 
studies over dit onderwerp (zie [21] ). Wat is dan het wetenschappelijke bewijs dat de bewering heeft 
ondersteund dat de vaccins op basis van nms -mRNA die worden gebruikt om te immuniseren tegen 
COVID-19 niet in het genoom van de gastheer kunnen worden ingebracht? Welk wetenschappelijk 
bewijs heeft aangetoond dat er geen nadelige effecten gerelateerd aan genotoxiciteit of 
carcinogeniciteit te verwachten zijn in de cellen van vaccinontvangers? Een grondige review van de 
peer-reviewed literatuur over de veiligheid van synthetische mRNA-vaccins laat zien dat alle papers 
hoge veiligheidsniveaus vermelden zonder enige bronvermelding, of dat ze een bronvermelding 
geven voor een recente reviewstudie [22], waarin staat dat exogeen mRNA een niet-integrerend 
platform is en dat er “geen potentieel risico is op [….] of insertionele mutagenese”, zonder enig 
wetenschappelijk bewijs te leveren om deze bewering te staven. In feite had geen enkele van de 38 
studies die in die reviewpaper worden aangehaald om een lijst te tonen van de mRNA-vaccins die 
beschikbaar zijn voor in vivo preklinisch gebruik, genotoxiciteit of potentiële oncogenese onderzocht. 
Evenzo waren voor alle acht mRNA-vaccins die klinische proeven bij mensen ondergingen of hadden 
afgerond [22], dergelijke studies niet uitgevoerd. 


Na hun eerste inzet in december 2020 zijn COVID-19 mRNA-vaccins op grote schaal verspreid onder 
personen uit vele landen over de hele wereld. Op het moment dat dit artikel werd geschreven, zijn er 
volgens gegevens van de Wereldgezondheidsorganisatie tot nu toe £““! dan 782 miljoen doses mRNA- 
vaccins toegediend. Als we bedenken dat mensen volgens de WHO gemiddeld 1,69 doses van deze 
vaccins hebben ontvangen ’ dan hebben op basis van het aantal geïnoculeerde doses meer dan 462 
miljoen mensen minstens één dosis van een nms -mRNA-vaccin ontvangen. Bovendien worden nms - 
mRNA-vaccins momenteel ontwikkeld om te beschermen tegen andere infectieuze en niet-infectieuze 


ziekten [23]. Gezien de massale toediening van dit type vaccins wordt niet alleen van de 
wetenschappelijke en medische gemeenschap verwacht dat ze potentiële veiligheidssignalen 
identificeren, de mechanismen begrijpen die dergelijke gebeurtenissen kunnen veroorzaken en 
aanbevelingen dienovereenkomstig aanpassen, maar is het ook absoluut noodzakelijk. 


De hypothese 


Wij veronderstellen dat bij genetisch of fysiologisch gevoelige individuen de verwijdering van nms - 
mRNA's wordt belemmerd. Aanhoudende aanwezigheid van nms -mRNA in het cytoplasma 
dereguleert endogene transponeerbare elementen (TE's), wat leidt tot omgekeerde transcriptie van 
het vaccin-mRNA. Intracellulaire accumulatie van het nms -mRNA en de omgekeerd getranscribeerde 
cDNA-moleculen triggeren intrinsieke cytosolaire RNA- en DNA-sensorische paden. Gelijktijdige 
activering van deze paden initieert een gecoördineerde aangeboren respons tegen beide typen niet- 
eigen nucleïnezuren, wat leidt tot de productie van type-l-interferon en pro-inflammatoire cytokines 
die, indien ongereguleerd, leiden tot auto-inflammatoire en auto-immuunaandoeningen. 
Geactiveerde TE's verhogen het risico op insertiemutagenese van het retrogetranscribeerde vaccin- 
mRNA, wat coderende regio's kan verstoren, het risico op mutaties in tumorsuppressorgenen kan 
vergroten en kan leiden tot aanhoudende DNA-schade. Onze hypothese wordt grafisch weergegeven 
inAfbeelding 1. 
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Afbeelding 1 


Schematische weergave van onze voorgestelde hypothese. Na intracellulaire toediening van het 
vaccin (1) wordt vaccin nms -mRNA vrijgegeven uit de lipide-nanodeeltjes in het cytosol (2) en 
verzameld in het cytosol (3), wat de TE-expressie (4) kan opheffen, wat leidt tot de activering van 
vreemd RNA en cytosolaire DNA-sensoren, zoals RLR's, RIG-l, MDA-5 en TREX1, en het versterken van 


de expressie van pro-inflammatoire cytokines en type-l IFN (5). TE-activiteit kan leiden tot DNA- 
schade via insertiemutagenese en genomische instabiliteit, en het versterken van de expressie van 
pro-inflammatoire cytokines en type-l IFN (6). Inflammasome-activering kan ook een regulerende rol 
spelen bij het voorkomen van cGAS-STING-gemedieerde type-l IFN-productie, waardoor een 
chronisch regulerend circuit ontstaat waarin type-l IFN's het inflammasome remmen en het 
geactiveerde inflammasome ook de type-l-IFN-productie remt (niet weergegeven in de afbeelding). 


Ga naar: 
Evaluatie van de hypothese 
Aangeboren herkenning en intracellulair lot van synthetisch mRNA 


Nederlands Bij virale infectie zijn de intracellulaire sensing pathways die de aangeboren 
immuundetectie van vreemd RNA bemiddelen endosomale toll-like receptoren (TLR's) 3, 7 en 8, en 
cytosolaire RIG-l-like receptoren (RLR's). De RLR-familie bestaat uit drie leden: retinoïnezuur- 
induceerbaar gen | (RIG-I), melanoomdifferentiatie-geassocieerd gen 5 (MDA-5) en het laboratorium 
voor genetica en fysiologie 2 (LGP2) gen [24] . Geactiveerde RLR's binden aan het mitochondriale 
antivirale signaleringseiwit (MAVS), en reguleren op hun beurt TBK1- en IKK-kinases, die de 
transcriptiefactoren NF-kB, IRF-3 en IRF-7 activeren. Wanneer ze worden geactiveerd, verplaatsen 
deze factoren zich naar de kern en initiëren een krachtige respons die de induceerbare productie van 
type I-interferonen (IFN's) en pro-inflammatoire cytokinen omvat. Deze moleculen reguleren de 
expressie van verschillende andere genen omhoog, waarvan er veel duidelijke antivirale effecten 
hebben, waaronder de afbraak van vreemde nucleïnezuren [25] , [26] . Naast het induceren van type | 
IEN's activeren RLR's en MAVS ook apoptose, wat de zelfvernietiging van de geïnfecteerde cel 
bevordert [27]. 


Viraal RNA kan ook celdood veroorzaken en ontstekingsbevorderende cytokinen induceren, zoals IL- 
1, via de activering van het nucleotide-bindende domein, leucine-rich repeat-containing proteins 
(NLRs) NLRP3 inflammasome [28] . Bovendien zijn er in bepaalde cellijnen reeds bestaande cellulaire 
intrinsieke antivirale factoren, zoals RNASE L, de IFN-induceerbare dsRNA-afhankelijke proteïnekinase 
R (PKR), apolipoproteïne B mRNA-bewerkend enzym katalytisch polypeptide (APOBEC3G), tripartite 
motif containing proteins (TRIM) TRIM5a, Tetherin/BST-2, SAMHD1, TREX1, IFITM en de IFIT-familie- 
eiwitten, die zich kunnen binden aan virale componenten en de virale replicatie direct kunnen 
blokkeren, zelfs vóór het begin van de IFN-respons, hoewel de meeste van deze factoren verder 
kunnen worden geïnduceerd door IFN's om hun antivirale effecten te versterken [29], [30], [31]. 


In tegenstelling tot viraal RNA is vaccin nms -mRNA gemodificeerd door de incorporatie van 
nucleobase N1-methylpseudouridine (m1W) [32] om te stabiliseren en te beschermen tegen 
nuclease-afbraak, de cytosolaire halfwaardetijd te verlengen, de binding aan de kleine ribosomale 
subeenheid te bevorderen en de translatie-efficiëntie te verbeteren [33] . Of de accumulatie 

van nms- mRNA in cellen cytosolaire sensoren op een vergelijkbare manier kan activeren als wat 
gebeurt met viraal RNA is nooit diepgaand onderzocht. Een van de weinige gepubliceerde studies 
over dit onderwerp toonde aan dat RNA-moleculen met gemodificeerde nucleotiden de vroege 
signalering van het RIG-l-achtige aangeboren immuunactiveringspad onderbreken, en RNA dat 
pseudouridine bevat bindt aan RIG-l maar faalt in het activeren van de canonieke RIG-I- 
conformatieveranderingen die geassocieerd worden met robuuste aangeboren 

immuunsignalering [34] . Het is echter redelijk om aan te nemen dat nms - mRNA nog steeds een 
type-l IFN-afhankelijke immuunrespons kan induceren via herkenning van aangeboren 
immuunreceptoren [35], [36], [37] . MDA-5 herkent bijvoorbeeld niet alleen viraal RNA; het herkent 
ook synthetisch RNA en endogeen RNA [38], en kan zelfs aan één enkele streng dsRNA binden [39]. 


Er is bewijs dat de binding van niet-gemodificeerd exogeen mRNA aan gastheer-RLR's aangeboren 
immuunpaden activeert die leiden tot een “antivirale toestand” in met vaccins getransfecteerde 
cellen, waardoor de intracellulaire stabiliteit en de translatiesnelheden van het vreemde mRNA 
worden verlaagd [40] . Dit lijkt echter niet het geval te zijn voor het nms- mRNA van huidige vaccins, 
aangezien nu bekend is dat het gemodificeerde nucleïnezuur ten minste 60 dagen na inoculatie kan 
worden gedetecteerd in de kiemcentra van axillaire lymfeklieren van vaccins [41]. 


Hoewel er veel is geleerd over patronen die dienen als herkenningsmotieven voor intracellulaire 
sensoren van nucleïnezuren, is er nog geen echt begrip van de herkenning van nms- mRNA, dat 
aanwezig is in momenteel beschikbare mRNA-vaccins. Het herkenningssignaal van cytosolair RNA van 
RIG-l is een vrij 5'-trifosfaat [42], [43] . Aanvullende studies die chemisch gesynthetiseerde RNA's 
gebruikten, vonden dat een basenpaargebied in het bereik van 10 tot 20 nucleotiden proximaal van 
het vrije 5'-trifosfaat-uiteinde van de RNA-ligand essentieel is voor immuunstimulerende activiteit via 
RIG-I [44], [45], in plaats van een RNA-sequentie op zich [42]. Op dezelfde manier zijn het de RNA- 
lengte en secundaire structuren, en niet de RNA-sequentie, die worden beschouwd als belangrijke 
bepalende factoren voor de activering van MDAS5 en voor de betrokkenheid van de 
signaleringsadapter MAVS [46], [47]. 


Het is mogelijk dat cellulaire restrictiefactoren in plaats van IFN's direct te activeren, de translatie van 
smn -mRNA's detecteren en remmen, zelfs vóór het begin van de IFN-respons, waardoor RNA- 
herkenning een van de eerste triggers van de aangeboren immuunreacties wordt. Tot deze 
restrictiefactoren behoren IFN-geïnduceerde eiwitten met tetratricopeptide repeats (IFIT) 
cytoplasmatische eiwitten (besproken in [29], [48] ). De IFIT-eiwitten kunnen tot expressie worden 
gebracht via IFN-onafhankelijke paden en kunnen viraal RNA herkennen dat een 5'-trifosfaat (5'-ppp)- 
deel bevat [49] of geen 2'-O-methylering heeft [50] . Met andere woorden, IFIT's herkennen 
specifieke RNA-motieven die in viraal RNA worden aangetroffen, maar afwezig zijn in cellulair mRNA, 
en directe binding van IFIT-eiwitten aan 5'-ppp viraal RNA remt virale translatie en replicatie, zonder 
de noodzaak van IFN-activering. Het is daarom redelijk om aan te nemen dat de intracellulaire 
accumulatie en persistentie van nms- mRNA na vaccinatie direct MDA-5 en IFIT-familie-eiwitten 
kunnen activeren, naast andere RNA-sensoren, waardoor een georkestreerde aangeboren 
immuunreactie tegen de synthetische RNA's wordt geïnitieerd en een chronische ‘antivirale cellulaire 
toestand’ ontstaat. 


Ongeacht wat bekend is over virale genomische en subgenomische RNA-motiefherkenning door 
RLR's [51], blijft het onduidelijk hoe en hoe lang de nms- mRNA's interacteren met intracellulaire 
RNA-sensoren. Het lot van zeer gestabiliseerd nms- mRNA in het cytoplasma is essentieel om te 
begrijpen; maar blijft tot nu toe onontgonnen en werd niet overwogen voorafgaand aan de 
noodtoelating en goedkeuring van nms- mRNA-vaccins voor menselijk gebruik. Evenzo is de 
aanwezigheid van afgeknotte mRNA's, korte dsRNA-fragmenten en andere verontreinigingen in de 
vaccins [52] die de immuunherkenning verder zouden kunnen veranderen en 
immuunsignaleringspaden zouden kunnen dereguleren, voor zover wij weten niet onderzocht. Echter, 
gezien de brede biodistributie van mRNA-nanolipide vaccincomponenten [53], evenals de 
toegenomen translationele capaciteit en persistentie van synthetisch gemodificeerd mRNA [33], is 
het niet onredelijk om aan te nemen dat mRNA-gebaseerde vaccins aanhoudende ontsteking en een 
aanhoudende antivirale cellulaire toestand in verschillende weefsels kunnen induceren. De gevolgen 
op organismeniveau van de hierin gehypothetiseerde moleculaire gebeurtenissen zullen later in dit 
artikel worden besproken. 


Omgekeerde transcriptie en genomische integratie van vreemd RNA 


Algemeen werd aangenomen dat het genoom van RNA-virussen niet kon integreren in het genoom 
van de gastheer. Er is echter bewijs beschreven van integratie van niet-retroviraal subgenomisch 
viraal RNA in de gastheercel voor sommige virussen, zoals het ebolavirus, het marburgvirus [54], het 
vesiculair stomatitisvirus en het lymfocytisch choriomeningitisvirus [55], [56], [57] bij mensen en 
andere zoogdiergastheren [58] , en men denkt nu dat menselijke retrotransposons de reverse 
transcriptie van niet-retrovirale virale RNA-genomen kunnen vergemakkelijken en vervolgens hun 
genomische insertie mogelijk kunnen maken [56] . SARS-CoV-2-RNA is al maandenlang gedetecteerd 
bij veel herstelde COVID-19-patiënten die geen infectieus virus verspreidden, en een pre-print van 
een onderzoek dat een cohort van 50 personen volgde die symptomen van langdurige COVID 
vertoonden na vaccinatie, meldde een soortgelijke bevinding [59]. Een voorgestelde verklaring voor 
dit fenomeen was dat delen van het SARS-CoV-2-genoom een omgekeerde transcriptie en 
genomische integratie zouden kunnen ondergaan binnen geïnfecteerde somatische cellen, wat leidt 
tot aanhoudende transcriptie van de geïntegreerde sequenties. Een recent artikel bevestigde deze 
hypothese door een in vitro- studie die de aanwezigheid van omgekeerde getranscribeerde kopieën 
van SARS-CoV-2-sequenties in getransfecteerde menselijke cellen detecteerde, en door actieve 
transcriptie van de geïntegreerde subgenomische SARS-CoV-2-segmenten te vinden [60] . Aangezien 
de geïntegreerde sequenties alleen overeenkwamen met het 3'-uiteinde van het SARS-CoV-2- 
genoom, zouden levensvatbare infectieuze virionen niet kunnen worden geproduceerd als gevolg van 
een dergelijke genomische insertie, hoewel chimere transcripten van virale gastheren werden 
waargenomen in verschillende weefsels van twee geanalyseerde COVID-19-patiënten [60]. 


Bij het overwegen van mRNA-vaccins is het huidige paradigma dat het synthetische RNA niet kan 
integreren in het genoom van de cellen van de vaccinontvangers. Een recent onderzoek dat 
leverkankercellen gebruikte [20] toonde echter aan dat het Pfizer/BioNTech-vaccin mRNA BNT162b2 
een omgekeerde transcriptie kan ondergaan in het cytoplasma van menselijke cellen en de kern kan 
binnendringen na de activering van LINE-1, een genomisch transponeerbaar element (TE). 
Genomische TE's, die endogene retrovirussen (ERV's), lange verspreide nucleaire elementen (LINE's), 
korte verspreide nucleaire elementen (SINE's) en DNA-transposons omvatten, zijn repetitieve 
sequenties die, wanneer ze worden geactiveerd, zichzelf of andere sequenties kopiëren en deze 
kopieën in het genoom invoegen [61]. Omdat ze een bron van genomische instabiliteit zijn, worden 
ze in de meeste somatische zoogdiercellen grotendeels onderdrukt, behalve tijdens de vroege 
embryogenese, en afwijkende expressie van TE's is in verband gebracht met verschillende ziekten, 
van kanker tot auto-immuunziekten [62]. 


Menselijke TE's behoren tot de eerste gastheerelementen die worden gedereguleerd na de 
binnenkomst van een virus in een cel, en hun activiteit verbetert de antivirale genexpressie 
aanzienlijk, met name die van IFN-B [63] en IFN-y [64] . Activiteit vindt plaats via cis -werkende 
enhancer-promotor of via de foutieve identificatie van getranscribeerde TE-sequenties in het 
cytoplasma als viraal RNA door aangeboren immuunsensoren. Studies uitgevoerd bij muizen en bij 
mensen hebben aangetoond dat tijdens het verloop van een virale infectie de expressie van ERV en 
LINE varieert, voorafgaand aan de opregulatie van antivirale genen, immuunresponsgenen en de 
genen van het major histocompatibility complex (MHC), wat suggereert dat opgereguleerde TE's een 
sleutelcomponent zijn van geconserveerde, vroege intracellulaire gastheerafweerreacties [63]. Cellen 
kunnen ook afwijkend dsRNA-structuren herkennen die door TE's worden aangenomen, die lijken op 
virale RNA's, en een type-l IFN-respons activeren. Bij mensen kunnen LINE-1-componenten de 
aangeboren immuunsignalering activeren via de activering van zowel RIG-|- als MDA-5-gemedieerde 
RNA-sensorpaden die de IFN-expressie zullen opreguleren [65] en ontstekingsreacties zullen initiëren 
via vreemde RNA-detectie en genregulatie [66] . TE-gemedieerde IFN-activering speelt een rol bij de 


ontwikkeling van auto-immuunziekten die worden gekenmerkt door constitutieve type-l IFN- 
activering, kanker en celveroudering (besproken door [67] ). 


Gegeven dat Zhang et al. [60] een consensusherkenningsplaats van de menselijke LINE-1- 
endonucleasecomponent detecteerden die beide uiteinden van de geïntegreerde SARS-CoV-2- 
genoomsequenties flankeerde, stelden ze voor dat het waargenomen fenomeen, ten minste 
gedeeltelijk, te wijten zou kunnen zijn aan de betrokkenheid van LINE-1. LINE-1 is zeer overvloedig 
aanwezig in het genoom van zoogdieren, waaronder mensen [68] , waar het al meer dan 160 miljoen 
jaar kopieën amplificeert [69] . De meeste van de 500.000 kopieën van LINE-1 die in het menselijk 
genoom zijn opgenomen, zijn aanwezig als afgeknotte herhalingen of kopieën die mutaties bevatten 
die retrotranspositie beïnvloeden [70] ; er zijn echter ongeveer 150 kopieën van volledige lengte die 
in staat zijn zichzelf te kopiëren en te transponeren naar andere genomische regio's [71] . Dit cis - 
effect komt veel voor in cellen waar LINE-1 niet tot zwijgen is gebracht, maar er is ook een, zij het 
minder vaak voorkomend, trans- effect dat door LINE-1 kan worden uitgeoefend, dat resulteert in de 
omgekeerde transcriptie en insertie van andere genetische sequenties [72]. 


In de kiemlijn en in de meeste somatische cellen van mensen wordt de activiteit van LINE-1 
doorgaans onderdrukt door verschillende moleculaire mechanismen, waaronder door kleine 
interfererende RNA (siRNA) gemedieerde gen-silencing [73], histon- en DNA-methylering [74], en 
enzymatische activiteit van APOBEC3 [64] en SAMHD1 [75], [76] . Echter, voorafgaand aan de 
implantatie vertonen de binnenste celmassa en trophectodermcellen de novo endogene LINE-1- 
inserties [77], en in vitro- studies met embryonale stamcellen en pluripotente stamcellen hebben 
endogene LINE-1-transcriptie en -translatie beschreven die leiden tot retrotranspositie [78] . Dit komt 
doordat tijdens de beginfasen van de embryogenese het cellulaire milieu de actieve retrotranspositie 
van LINE-1 ondersteunt [79], en embryonale somatische cellen de moleculaire beperkingen van LINE- 
1-retrotranspositie naar beneden reguleren, hoogstwaarschijnlijk omdat LINE-1-activiteit een 
sleutelrol speelt bij het genereren van somatisch mozaïcisme [80] . Interessant is dat in postnatale 
organismen sommige celtypen, waaronder neuronen en gliacellen, minder beperkingen hebben op 
LINE-1-activiteit, wat leidt tot somatische genoomvariatie in het zenuwstelsel [70], [81], wat 
bijdraagt aan neurogenese [82] maar ook aan neuropsychiatrische ziekten wanneer LINE-1-activiteit 
abnormaal hoog is [83] . LINE-1 is nu ook bekend actief te zijn in volwassen T-lymfocyten, waar het 
een rol speelt bij het beheersen van T-celrust en -uitputting [84]. 


Op basis van de resultaten gerapporteerd door Zhang et al. [60], onderzocht een onafhankelijke 
studie of hetzelfde fenomeen van omgekeerde transcriptie en nucleaire toegang kon worden 
waargenomen voor vaccin-mRNA. Met behulp van een humane levercellijn (Huh7) en het 
Pfizer/BioNTech mRNA-vaccin ontdekten Aldén et al. [20] dat het exogene mRNA inderdaad beide 
ORF's van LINE-1 activeert, wat leidt tot zowel omgekeerde transcriptie als nucleaire transpositie van 
het volledige vaccin-mRNA (BNT162b2) dat codeert voor het volledige SARS-CoV-2 Spike- 
glycoproteïne [85] . Omgekeerde transcriptie vond plaats in slechts zes uur na blootstelling aan het 
vaccin, en het werd gevonden dat het omgekeerd getranscribeerde BNT162b2 cDNA de celkern 
binnendrong [20] . Het was opzettelijk om een levercellijn te kiezen voor het experiment: een rapport 
over de farmacokinetiek van het Pfizer/BioN Tech mRNA-vaccin onthulde dat de hoogste concentratie 
vaccin-mRNA, na de inoculatieplaats, een paar uur na inoculatie in de lever werd gedetecteerd, 2 wat 
onthulde dat het nano-lipide-gebonden nms- mRNA niet in de deltoïde spier of in de 
oksellymfeklieren achterblijft, wat bevestigt wat werd gerapporteerd in een onafhankelijke studie 
over de biodistributie van vaccin- nms- mRNA [53] . Bovendien toonden studies van lipide 
nanodeeltjes mRNA-afgiftesystemen die werden uitgevoerd op ratten en muizen bewijs van 
voorbijgaande hepatotoxiciteit [86], [87], [88], wat suggereert dat dit orgaan een veiligheidsrisico 


zou kunnen vormen voor de nms- mRNA-vaccins. De resultaten gerapporteerd door Aldén et 

al. [20] mag niet worden gegeneraliseerd, aangezien de studie werd uitgevoerd met behulp van een 
kankercellijn, en LINE-1 neigt ertoe transcriptioneel actief te zijn in kankercellen [89] . De LINE-1- 
transcriptie en proteïne-expressie waren echter hoger in de kankercellen die werden blootgesteld aan 
BNT162b2 mRNA dan in de kankercellen die alleen zoutoplossing kregen [20], wat suggereert dat 
omgekeerde transcriptie en nucleaire transpositie van het vaccin-mRNA niet te wijten waren aan het 
feit dat LINE-1 al actief was in de kankercellijn. Simpel gezegd, tot op heden zijn er geen 
wetenschappelijk geldige en biologisch relevante redenen om aan te nemen dat hetzelfde fenomeen 
zich niet zou kunnen voordoen in somatische cellen van een persoon die het mRNA-vaccin krijgt. 


LINE-1-gemedieerde ontsteking 


Het onderdrukken van TE-expressie door het gastheergenomische systeem is van cruciaal belang in 
de meeste niet-embryogene weefsels om niet alleen genoomschade te voorkomen, maar ook 
ontijdige of aanhoudende ontsteking. Het niet onderdrukken van de retrotransposonexpressie van 
LINE-1 resulteert in een verhoogde expressie van locusspecifieke kopieën van LINE-1 en gaat gepaard 
met een ontstekingssignatuur die geassocieerd wordt met IFN-activering [90]. Zoals eerder vermeld, 
wordt het echter steeds duidelijker dat intracellulaire blootstelling aan vreemd RNA (d.w.z. viraal of 
synthetisch) TE's kan reactiveren en ze kan overnemen om een "“antivirale toestand" te initiëren. Het 
is bekend dat activering van TE's optreedt bij SARS-Cov-2-infecties [91], vergelijkbaar met wat is 
waargenomen tijdens infecties met andere RNA-virussen [92], [93], [94], [95] en DNA-virussen [96], 
in verschillende celtypen en gastheersoorten. 


Geactiveerde TEs kunnen antivirale genexpressie stimuleren, via cis-werkende enhancerfuncties of via 
hun herkenning als virale motieven door patroonherkenningsreceptoren [24] , zoals RIG-l en MDA-5, 
die ssRNA, dsRNA, synthetisch RNA en cellulair RNA kunnen detecteren [97] . Bovendien zijn 
getranscribeerde TE-sequenties in staat om dsRNAs te vormen die op hun beurt herkend kunnen 
worden door patroonherkenningsreceptoren zoals eerder beschreven, en een aanhoudende 
antivirale, pro-inflammatoire cellulaire status teweegbrengen [98] . Dit kan leiden tot de ontwikkeling 
van auto-immuun- en auto-inflammatoire ziekten [99] . Het is dus redelijk om aan te nemen dat het 
gestabiliseerde en persistente vaccin nms- mRNA ontstekingen in weefsels die aan het vaccin zijn 
blootgesteld na de biodistributie ervan, zou kunnen bevorderen en in stand houden. Er zou een 
chronische staat van actieve aangeboren immuunreacties ontstaan als gevolg van de activiteit van 
LINE-1, die de reverse transcriptie, nucleaire import en genomische integratie van 
retrogetranscribeerde sequenties in stand zou houden en zou bevorderen. Met andere woorden, er 
zou een moleculaire vicieuze cirkel met ernstige klinische gevolgen kunnen ontstaan na ontvangst van 
vaccin nms- mRNA, die hoogstwaarschijnlijk met elke ontvangen dosis zou verergeren. 


LINE-1-gemedieerde DNA-schade en p53-genmutaties 


Gegeven dat LINE-1-transpositie van gekopieerde sequenties splitsing van beide strengen van het 
genomische DNA (DSB) vereist, kan het ongedaan maken van de inactiviteit ervan leiden tot 
dubbelstrengs DNA-breuken in kiemlijn- en somatische cellen [100]. In veel kankercellen is bekend 
dat LINE-1-activiteit gecorreleerd is met p53-mutaties en veranderingen in het aantal kopieën [89] die 
van cruciaal belang zijn voor carcinogenese, met name bij borst-, eierstok-, baarmoeder- en 
darmkanker. Andere weefsels kunnen op dezelfde manier worden aangetast. Een onderzoek naar 
celtransformatie van het hepatitis C-virus (HCV) toonde bijvoorbeeld aan dat als gevolg van 
aanhoudende ontsteking door chronische infectie met HCV, LINE-1-expressie wordt geactiveerd vóór 
oncogene transformatie, en dat ongedaan gemaakte LINE-1 bijdraagt aan genomische instabiliteit van 
het hepatocellulaire carcinoom, zelfs na virale klaring [101]. In vitro- inductie van LINE-1-expressie 


verhoogde de fosforylering van MRN-complexlid RAD50 [89] , een katalytisch proteïnecomplex dat de 
sleutel vormt voor het coördineren en detecteren van DSB's en het initiëren van het DNA-schade- 
responspad [102]. Zo zou ongedempte LINE-1 in somatische weefsels die verwachte vaccindoelen 
zijn (d.w.z. dendritische cellen, lymfeklieren, spiercellen) en onbedoelde vaccindoelen (bijv. lever, 
bijnieren, milt, eierstokken en hersenen) [53] het risico op genotoxiciteit en carcinogenese in die 
weefsels kunnen verhogen, en aangezien nieuw ingevoegde kopieën van TE-sequenties kunnen 
worden overgedragen aan elke opeenvolgende cellulaire generatie en het somatische menselijke 
genoom kunnen modificeren [103], zou aanhoudende activiteit van LINE-1 vanuit persistent vaccin- 
mRNA belangrijk kunnen zijn voor carcinogenese. Zoals eerder vermeld, zou het risico mogelijk 
toenemen met elke ontvangen dosis. Deze moleculaire verschijnselen zouden naar verwachting 
frequenter voorkomen in beoogde en onbedoelde vaccindoelcellen met intrinsieke hoge niveaus van 
LINE-1-expressie, zoals gliacellen [70], [81], T-lymfocyten [84], senescente cellen [104] en in cellen 
met verminderde DNA-schadeherstelmechanismen. De vatbaarheid zou met name hoog zijn voor 
personen met onderdrukte of suboptimale cellulaire adaptieve immuunreacties, of personen met 
neuropsychiatrische ziekten, waarbij de LINE-1-activiteit abnormaal hoog is [83] . Bovendien is al 
aangetoond dat cellen die getransfecteerd zijn met het SARS-CoV-2 Spike-gen een verhoogde respons 
vertonen op DNA-schade, ROS-productie en een senescente cellulaire toestand, wat op zijn beurt kan 
leiden tot paracriene senescentie in aangrenzende cellen en endotheeldisfunctie [105]. Hoewel de 
auteurs van die studie speculeerden dat de verwachte korte duur van antigene stimulatie na 
vaccinatie onvoldoende zou kunnen zijn voor gevaccineerde individuen om soortgelijke effecten te 
vertonen, is nu bekend dat zowel nms -mRNA als het gecodeerde eiwit levensvatbaar zijn en 
wekenlang tot expressie komen [41] , dus het is aannemelijk dat dergelijke effecten inderdaad 
wijdverbreid zouden zijn. 


Cytosolaire ophoping van DNA activeert pro-inflammatoire reacties 


Naast de herkenning van vreemd RNA kan cytosolisch DNA ook worden gedetecteerd door een 
signaalcascade die de IFN-stimulerende DNA (ISD)-respons wordt genoemd. Dit sensorische pad 
activeert een krachtige type-l IFN-productie via dezelfde transcriptiefactor die betrokken is bij de 
herkenning van vreemd RNA: interferon-regulerende factor 3 (IRF3) [106] . Eerder in ons artikel 
beschreven we de moleculaire cascades waarvan we veronderstellen dat ze zouden ontstaan uit het 
persistente gestabiliseerde cytosolische nms- mRNA. We zullen nu het veronderstelde lot en de 
biologische gevolgen van de cytosolaire accumulatie van retrogetranscribeerd vaccin-DNA 
beschrijven. 


Cyclische GMP-AMP-synthase (cGAS) is de belangrijkste cytosolaire immuunsensor die cytosolaire 
dubbelstrengs-DNA's van virussen, bacteriën, mitochondriën, micronuclei en DNA van endogene 
retro-elementen bindt. De activering van cGAS genereert cyclisch dinucleotide cyclisch GMP-AMP 
(cGAMP), dat op zijn beurt een type-l interferonrespons activeert via Stimulator of Interferon Genes 
(STING). STING-signalering kan transcriptionele activering van NF-kB activeren, waardoor de synthese 
van pro-inflammatoire cytokines wordt geïnitieerd, waaronder type-l IFN's IFN-a en IFN-B [107]. 
Daarom bemiddelt het cGAS-STING-pad immuunverdediging tegen vreemd DNA en tegen van 
tumoren afkomstig DNA [108], [109] . Echter, afwijkende activering van het cGAS-STING pad door 
eigen DNA dat in het cytosol lekt of door het niet elimineren van opgehoopt eigen DNA kan ook 
leiden tot auto-inflammatoire en auto-immuunziekten en tumorigenese bevorderen [109], [110]. Dit 
is de reden waarom het essentieel is voor het correct verwijderen van opgehoopt cytosolair niet- 
productief omgekeerd getranscribeerd DNA en fragmenten afgeleid van endogene retro-elementen 
zoals L1 retrotransposons, Long Terminal Repeat (LTR) endogene retrovirussen en SINE elementen, 


om zelf-DNA-gemedieerde activering van nucleïnezuursensoren te voorkomen die anders type-l IEN 
en pro-inflammatoire cytokines zouden opreguleren. 


Han en collega's [111] hebben onlangs gerapporteerd dat SARS-CoV-2 ORF9b, gecodeerd door een 
alternatieve ORF binnen het N-gen, de antivirale immuniteit negatief reguleert door de activering van 
type-l en type-lIl IFN's te remmen die worden geïnduceerd door cytosolaire dsRNA-sensorische 
paden van RIG-1/MDA5-MAVS-signalering, en dat SARS-CoV-2-infectie ook de inductie van type | en III 
IEN's door TRIF en STING kan onderdrukken, die respectievelijk eiwitten zijn van het cytosolaire DNA- 
sensorische pad en van de cGAS-STING-signaleringscascade. Opmerkelijk genoeg is het cGAS-STING- 
pad onlangs gerapporteerd als een cruciale aanjager van afwijkende type-l IFN-reacties in ernstige 
gevallen van COVID-19, een ziekte die wordt veroorzaakt door een RNA-virus, geen DNA-virus [112]. 
Gegeven dat strikte compartimentering van cellulair DNA in de kern en mitochondriën noodzakelijk is 
om detectie van eigen DNA te voorkomen, blijft de bron van cytosolair immunostimulerend DNA na 
SARS-CoV-2-infectie onbekend, maar zou kunnen worden verklaard door LINE-1-gestuurde reverse 
transcriptie na infectie [60] . Een niet-wederzijds exclusieve verklaring is dat de bron van cytosolisch 
DNA bij ernstige COVID-19-patiënten gefragmenteerd mitochondriaal DNA is binnen vasculaire 
endotheelcellen veroorzaakt door mitochondriale disfunctie geïnduceerd door SARS-CoV-2 Spike- 
glycoproteïne [113]. Wanneer gefragmenteerd mitochondriaal DNA in het cytosol wordt vrijgegeven, 
zou het de cGAS-STING-route binnen de endotheelcellen kunnen activeren. Daarom is het redelijk om 
te veronderstellen dat de reverse getranscribeerde vaccin-mRNA's die zich in het cytosol ophopen na 
vroege nms- mRNA-activering van TE's, leiden tot de activering van de cGAS-STING-route. Het in het 
cytosol opgehoopte DNA zou een zelf-immunostimulerend molecuul kunnen worden, wat leidt tot 
cGAS/STING-afhankelijke activering van het aangeboren immuunsysteem. 


Trex1-polymorfismen en de accumulatie van endogene retro-elementen kunnen direct de oorzaak 
zijn van myocarditis na ontvangst van mRNA-vaccins 


Een veel voorkomend eiwit in zoogdiercellen, de 3'-->5' DNA-exonuclease, 3'-reparatie-exonuclease 1 
(TREX1, voorheen bekend als DNase III), breekt enkelstrengs DNA en dubbelstrengs DNA-substraten 
af door nucleotiden van de 3'-uiteinden van DNA-moleculen te verwijderen [114], [115]. TREX1 
helpt de aangeboren immuuntolerantie voor cytosolair eigen DNA te behouden door DNA-substraten 
te verwijderen om het begin van auto-immuniteit te voorkomen. Studies hebben aangetoond dat 
mutaties in TREX1 leiden tot de accumulatie van eigen DNA in het cytosol van TREX1-deficiënte 
cellen, wat, zoals hierboven besproken, systemische ontsteking en auto-immuniteit veroorzaakt door 
chronische activering van een cGAS-STING-gemedieerde type-l interferonrespons [116]. Voorbeelden 
van auto-inflammatoire en auto-immuunziekten die in verband worden gebracht met TREX1-mutaties 
zijn systemische lupus erythematodes, het syndroom van Aicardi-Goutières, cryofibrinogenemie, 
lupus bij wintertenen, Cree-encefalitis en retinale vasculopathie met cerebrale leukodystrofie 
(besproken door [117] ). 


Onopgeloste of overmatige accumulatie van cytosool-DNA activeert direct het ISD-pad, wat leidt tot 
een robuuste transcriptie van het TREX1 -gen en de IRF3-afhankelijke productie van type-l IFN 
initieert [118]. Verhoogde niveaus van type-l IFN zijn typerend voor auto-immuunziekten, 
waarschijnlijk gerelateerd aan de accumulatie van cytosool-eigen-DNA als gevolg van een verstoord 
TREX1-enzym dat er niet in slaagt de aangeboren immuuntolerantie van de gastheer voor eigen-DNA 
te handhaven en resulteert in een abnormale aangeboren immuunrespons met klinische gevolgen. 
TREX1-deficiënte muizen ontwikkelen bijvoorbeeld dodelijke lymfocytaire inflammatoire myocarditis 
met progressieve gedilateerde cardiomyopathie en circulatoir falen, evenals pathologische 
veranderingen in de lymfoïde organen, zowel in de milt als in de thymus, wat consistent is met een 
auto-immuun cardiomyopathie [119] als gevolg van een IFN-afhankelijke respons die wordt 


gekenmerkt door dramatische overexpressie van IFN-B mRNA in hartweefsel. In overeenstemming 
met een auto-immuun pathologie bevatte serum van TREX1-deficiënte muizen hoge concentraties 
lgG-autoantilichamen die hartweefsel sterk kleurden in immunohistochemische assays. De 
autoantilichamen verzameld van TREX1-deficiënte muizen konden zich onduidelijk binden aan 
knockout- en wildtype-hartextracten, wat aantoont dat de autoantigenen geassocieerd met 
inflammatoire myocarditis niet specifiek waren voor de TREX1-knockoutharten, en bredere 
autoreactiviteit werd waargenomen voor sera van oudere TREX1-deficiënte muizen, zoals verwacht 
met epitoopverspreiding [118]. 


Nederlands Deze bevindingen mogen niet over het hoofd worden gezien in het licht van het 
groeiende aantal gevallen van acute myocarditis en myopericarditis die zijn gemeld bij ontvangers van 
mRNA-vaccins, met name bij jonge mannen na de tweede dosis [120], [121], [122], wat de FDA 
ertoe heeft gebracht een waarschuwing uit te vaardigen over de verhoogde risico's op myocarditis en 
pericarditis na de tweede dosis van een COVID-19 mRNA-vaccin. 2 Gezien het feit dat het menselijke 
TREX1-gen mutaties vertoont en dat enkelvoudige nucleotidepolymorfismen (SNP's) van het TREX1- 
gen in verband zijn gebracht met een ernstige uitkomst van infectieziekten [123] en auto- 
immuunziekten [124] bij mensen, is het mogelijk dat polymorfismen in TREX1 en in andere genen die 
eiwitten coderen die direct of indirect cytosolaire DNA-sensoren reguleren, de vatbaarheid 

voor nms- mRNA-vaccins kunnen bepalen, de respons op immunisatie kunnen beïnvloeden en de 
vatbaarheid voor ernstige ontstekingsziekten, waaronder myocarditis, na mRNA COVID-19-vaccinatie 
kunnen beïnvloeden. 


Ga naar: 
Experimentele toetsing van onze hypothese 


Onze hypothese moet experimenteel worden getest met behulp van een modeldier, zoals de rat, met 
vergelijkbare immuunreacties op vreemde RNA en TE's, waaronder LINE-1, van mensen. Onze 
hypothese zou ook moeten worden getest in een subgroep van gevaccineerde en niet-gevaccineerde 
individuen, met behulp van een hoge-resolutie genomische vergelijkende analyse van differentieel tot 
expressie gebrachte TE en immuungentranscripten. Een dergelijke aanpak zou licht werpen op de 
verbinding tussen de TE's en inflammatoire genregulatienetwerken die worden geactiveerd door 
cytosolisch RNA en DNA, en zou bijdragen aan ons begrip van het genotoxische, mutagene, 
carcinogene en immunopathogene risico dat wordt veroorzaakt door nms- mRNA-vaccins. 


De vragen die beantwoord moeten worden, zijn of: 1) de mRNA-expressie van TEs verschilt tussen 
gevaccineerde en niet-gevaccineerde personen, 2) de mRNA-expressie van TREX-1 verschilt tussen 
gevaccineerde en niet-gevaccineerde personen, 3) de mRNA-expressie van INFs, IRF3 en 
inflammasome-markers verschilt tussen gevaccineerde en niet-gevaccineerde personen, en 4) of IgG- 
autoantilichamen en detecteerbare reactiviteit tegen hartweefsel vaker worden waargenomen bij 
gevaccineerde personen dan bij niet-gevaccineerde personen. 


Ga naar: 
Gevolgen en discussie 


We hebben betoogd en bewijs geleverd dat vaccin-mRNA's een cascade van cellulaire aangeboren 
antivirale reacties kunnen veroorzaken, die de opregulatie van endogene TE's en de activering van 
RNA- en DNA-sensoren via geconserveerde paden die IFN-productie omvatten, kunnen veroorzaken, 
en zo de expressie van honderden IFN-doelgenen kunnen bevorderen die een chronische antivirale 
staat in stand kunnen houden binnen de met vaccin getransfecteerde cellen en aangrenzende cellen. 


We hebben ook een nieuw mechanisme voorgesteld dat ten grondslag zou kunnen liggen aan de 
aangeboren reactie op nms- mRNA's. 


Verschillende gastheerfactoren kunnen de reacties op nms- mRNA coördineren via intrinsieke RNA- 
en DNA-sensorische paden, en interindividuele genetische variaties zoals SNP's of splice-varianten 
van transcripten van belangrijke signaalmoleculen kunnen de nauwkeurige eliminatie van vreemde en 
eigen cytosolische nucleïnezuren belemmeren, wat leidt tot opgereguleerde aanhoudende pro- 
inflammatoire reacties en een toenemend risico op auto-inflammatoire en auto-immuunziekten, 
genomische instabiliteit en kanker. Daarom kunnen blootstelling en daaropvolgende accumulatie 

van nms- mRNA de complexiteit van intracellulaire reacties op vreemde nucleïnezuren vergroten, en 
TE's en IFN-signalering opreguleren via een, nog niet gekarakteriseerd, TLR-, RIG-I-, MDA-5-, IFIT's- en 
CGAS-STING-onafhankelijke upstream-route. Dit zou een nieuw paradigma zijn in ons begrip van de 
cellulaire reacties op therapeutische toepassingen van synthetisch mRNA. De wijzigingen die zijn 
aangebracht in nms- mRNA-vaccins verlenen intracellulaire mRNA-stabiliteit [32] en verhogen de 
translatie-efficiëntie [33], maar zouden ook een belangrijke bepalende factor kunnen zijn voor auto- 
inflammatoire en auto-immuunreacties als ze, zoals de hypothese stelt, TEs en andere 
nucleïnezuursensoren activeren, leiden tot expressie van type-1-interferon en pro-inflammatoire 
cytokines, en het aangeboren vermogen van de cel om onderscheid te maken tussen niet- 

eigen en eigen cytosolaire motieven beïnvloeden [125] door de aangeboren immuuntolerantie van de 
gastheer voor cytosolair eigen DNA te verstoren. 


IFN's worden gesynthetiseerd en afgescheiden door alle celtypen wanneer hun celoppervlak of 
cytoplasmatische receptoren virale moleculaire patronen identificeren [126] . Adequate en 
opportune activering van nucleïnezuursensoren is essentieel voor de gastheer om infectieuze 
virussen te elimineren. De impact van nms- mRNA op nucleïnezuursensoren en de omvang en 
gevolgen van intracellulaire reacties op deze persistente nucleïnezuren zijn echter nog onbekend. De 
inductie van een aanhoudende antivirale cellulaire status via opregulatie van relevante genen, 
waaronder die welke coderen voor IFN-a en IFN-B, na nms- mRNA-vaccinatie, zou waarschijnlijk 
leiden tot de chronische opregulatie van een pro-inflammatoir gennetwerk dat kan predisponeren tot 
auto-inflammatoire en auto-immuunziekten. Bovendien zouden de pro-inflammatoire status en de 
activering van intracellulaire RNA- en DNA-sensoren endogene retro-elementen weer tot zwijgen 
brengen. Deze moleculaire gebeurtenissen zouden het risico op genomische, chromosomale en 
cellulaire instabiliteit en carcinogenese vergroten. 


Hoewel muismodellen van het Midden-Oosten respiratoir syndroom (MERS) [127] , SARS- 

CoV [128] en influenza [129] een krachtige inductie van type-l en -III IFN's laten zien, is de 
betrokkenheid van deze cytokinen bij COVID-19-patiënten omstreden. Broggi et al. [130] ontdekten 
dat mRNA-niveaus van IFN in de naso-orofaryngeale swabs van patiënten met ernstige COVID-19 niet 
verschilden van die van gezonde controles. Daarentegen vertoonde de bronchoalveolaire 
lavagevloeistof van patiënten met ernstige ziekte verhoogde niveaus van inflammatoire cytokinen en 
type-l (IFN-a en IFN-B) en -III (IFN-À) IFN's. Dit is in overeenstemming met de betrokkenheid van type- 
IIIENs bij de antivirale immuunrespons op epitheliale oppervlakken tijdens de vroege stadia van 
virale infectie [130], en suggereert een gecoördineerde activiteit van type-l en type-IIl IFNs tijdens de 
wisselwerking van aangeboren en adaptieve immuunresponsen op de ademhalings- en gastro- 
intestinale barrières. 


In een recente vergelijkende analyse van de immuunreacties op natuurlijke SARS-CoV-2- 

infectie versus immuunreacties op COVID-mRNA-vaccinatie, onthulden fenotypische en 
transcriptionele profilering van immuuncellen een opvallende opregulatie van type-l en type-ll IFN's 
bij COVID-19-patiënten, maar niet bij gevaccineerde personen [131]. Deze observaties werden 


geïnterpreteerd als consistent met het idee dat anti-COVID-19 mRNA-vaccins type-l IFN-signalering 
actief onderdrukken terwijl ze een robuuste adaptieve immuunreactie oproepen. Gebaseerd op de 
observaties van Ivanova et al. [131] en met behulp van rapporten van bijwerkingen na vaccinatie uit 
de VAERS-database, Seneff et al. [132] betoogde dat SARS-CoV-2 mRNA-vaccinatie de type-l IFN- 
signalering verstoort en de regulerende controle van eiwitsynthese en onco-surveillance kan 
beïnvloeden, wat de weg vrijmaakt voor een verhoogd risico op neurodegeneratie, 
immuuntrombocytopenie, myocarditis, Bell's palsy, leverziekte, onderdrukking van adaptieve 
immuunreacties, verminderde DNA-schadeherstel en tumorigenese. Wij hebben een complementair 
standpunt ten opzichte van dat van Seneff et al. [132], aangezien wij voorstellen dat de IFN-regulatie 
verschilt tussen nms- mRNA-gevaccineerde en natuurlijk geïnfecteerde individuen vanwege 
verschillen in de doelcellen en in de moleculaire signaalroutes die worden geactiveerd. Epitheliale 
oppervlakken van de luchtwegen en darmkanalen zijn het belangrijkste slagveld voor natuurlijke 
infecties [133], terwijl intramusculaire toediening, systemische distributie en weefselaccumulatie van 
het nms- mRNA-vaccin natuurlijke mucosale barrières ontwijken, wat leidt tot 
gevaarsdetectiesignalen en niet-eigen DNA en RNA intracellulaire detectie op systemisch niveau. Er is 
al enig experimenteel bewijs hiervoor. Bij intratracheale toediening van een synthetisch analoog van 
dubbelstrengs RNA (polyinosine:polycytidylzuur; poly 1:C) bij muizen, dat zowel TLR3 als het RIG-l- 
MDA-5-pad in vivo stimuleert [134], brachten de in de longen aanwezige dendritische cellen de 
hoogste niveaus van IFN-À-transcript tot expressie, zowel tijdens de vroege als de late fase na 
toediening van poly l:C. Daarentegen uitten epitheelcellen, monocyten en alveolaire macrofagen type 
LIEN's en pro-inflammatoire cytokinen, maar geen IFN-À, als reactie op poly (l:C). In overeenstemming 
met in vivo- gegevens induceerde ín vitro TLR7-stimulatie alleen de opregulatie van pro- 
inflammatoire cytokinen, terwijl activering van RIG-l en MDA-5 via intracellulaire toediening van poly 
(l:C) en van trifosfaat-hairpin-RNA (3p-hpRNA) hoge niveaus van type-l IFN's induceerde, maar geen 
type-III IFEN's, op een MAVS-afhankelijke manier [130]. 


Wij stellen voor dat de actieve onderdrukking van de productie van Type-l IFN die is waargenomen bij 
gevaccineerde individuen [131] en besproken door Seneff et al. [132] een dysregulatie van Type-l IFN- 
signalering weerspiegelt die wordt geactiveerd door de activering van het NLRP3-, AIM2- of MxA- 
inflammasome door van de gastheer afkomstige moleculen die worden gerekruteerd bij detectie van 
endogene indicatoren van cellulair gevaar of stress [135], als de cytosolaire accumulatie van 
synthetisch mRNA, splitsingsproducten van RNA's die worden gegenereerd door het antivirale RNAse 
L-pad of retrogetranscribeerde DNA's. Activering van het inflammasome vindt plaats als reactie op 
eigen en vreemde activatoren (besproken door [136] ) en kan zowel beschermend als schadelijk zijn. 
Eenmaal geactiveerd, kan het immunopathologie aansturen omdat IL-18 systemische 
ontstekingsreacties stimuleert door activering van NF-kB en c-Jun N -terminale kinase-signaalpaden, 
wat leidt tot cytokinestormen, die veel voorkomen bij acute ontstekingsziekten [28]. Daarom worden 
inflammasome-activering en IL-1B-productie strikt gereguleerd tijdens virale infectie om een 
schadelijke hyperinflammatoire reactie te voorkomen. Type-l IFN's fungeren als krachtige negatieve 
regulatoren van het NLRP3-inflammasome en hebben een dubbele rol, zowel als krachtige antivirale 
middelen als als homeostatische immuunregulatoren. Inflammasome-activering kan ook een 
regulerende rol spelen in de aangeboren antivirale verdediging, door cGAS-STING-gemedieerde IFN- 
productie te voorkomen tijdens infectie met DNA-virussen [137], wat een regulerend circuit onthult 
waarin type-l IFN's het inflammasome remmen en het geactiveerde inflammasome ook de productie 
van type I-IFN remt [138]. 


SARS-CoV-2 en andere menselijke coronavirussen kunnen het inflammasome activeren in 
geïnfecteerde cellen [139], [140], en serum inflammasome markers zijn gerelateerd aan de ernst van 
COVID-19 [141] . In perifere mononucleaire bloedcellen (PBMC's) van matige tot ernstige COVID-19- 


patiënten en weefsels van post-mortem patiënten bij autopsie, werd het NLRP3-inflammasome 
geactiveerd [141] . Het is echter nog steeds onbekend of de nms- mRNA-vaccins ook, direct of 
indirect, de inflammasomen op een IFN-afhankelijke of -onafhankelijke manier kunnen activeren, en 
na activering de productie van type-l en type-IIl IEN kunnen remmen. 


Tot nu toe is de basis van nms- mRNA-geïnduceerde immunogeniciteit nog steeds niet volledig 
begrepen. De cap 2'-O-methylering van mRNA voorkomt bijvoorbeeld herkenning door IFN- 
geïnduceerde RNA-bindende eiwitten [142], en verschillende studies die de kwestie van synthetische 
RNA 5'-eindmodificaties op RIG-l-bindingsaffiniteit en de impact ervan op de activering van 
aangeboren immuunsignalering aanpakken, hebben gesuggereerd dat5'cap-modificaties kunnen 
leiden tot sterke, suboptimale of geheel verdwenen IFN-signalering (besproken door [138] ), terwijl 
de impact van de synthetische RNA5' modificaties op MDA-5 of cGAS-activering moeten nog worden 
bepaald. We hebben dringend gecontroleerde experimentele studies nodig voor een beter begrip van 
de veiligheid van mRNA-vaccins. We moeten met name weten of nms- mRNA andere intracellulaire 
nucleïnezuursensoren activeert dan die welke worden geactiveerd tijdens SARS-Cov-2-infecties, of 
het nms- mRNA vroeg en direct wordt gedetecteerd door intrinsieke sensoren of cellulaire doelen op 
een IFN-afhankelijke of een IFN-onafhankelijke manier, en we moeten de moleculaire mechanismen 
begrijpen die ten grondslag liggen aan vroege opregulatie en cytosolaire accumulatie van TE's als een 
potentiële bron van immuunstimulerend zelf-DNA, genomische instabiliteit en mutagenese, als 
gevolg van een toename van LINE-1-gemedieerde reverse transcriptie en integratie. Het is bekend dat 
cellen met verstoorde zelf-DNA-verwijderingspaden genomische instabiliteit vertonen en een hoger 
risico op kwaadaardige transformatie hebben. Daarom lopen individuen met bepaalde genetische 
polymorfismen in genen die DNA-sensoren coderen, zoals TREX1, die worden blootgesteld aan 
cellulaire stress en ontstekingsstimuli gerelateerd aan het nms- mRNA en aan de accumulatie van 
DNA na opregulatie van TE's, mogelijk meer risico op het ontwikkelen van ernstige ontstekings- en 
auto-immuunziekten en carcinogenese. Als dit zo is, dan zou de ‘one size fits all'-aanpak van 
massavaccinatie met behulp van nms- mRNA-technologie geen veilige volksgezondheidsmaatregel 
zijn voor de mensheid. 


Nederlands Als onze hypothese zou worden bevestigd, zouden de implicaties voor de 
volksgezondheid verbijsterend en afschuwelijk zijn in de context van de grootschalige COVID-19- 
vaccinatie die al plaatsvindt, met name als het nms- mRNA de hersenen [82], het beenmerg [84] en — 
indien al aanwezig bij de gevaccineerde — kanker- of precancereuze cellen [143] binnendringt, of als 
het vaccin vroeg in hun zwangerschap aan vrouwtjes wordt toegediend en het nms - mRNA 
embryonale cellen transfecteert [77] . Het spreekt voor zich dat als onze hypothese juist blijkt te zijn, 
elke andere mRNA-vaccinkandidaat volledig moet worden onderzocht om de cytoplasmatische en 
nucleaire sensor, intrinsieke factoren en signaalpaden te begrijpen die worden geactiveerd door elke 
enkele en gecombineerde synthetische 5'-Cap,‚ GC-inhoud, polyA-staarten en UTR-modificaties die 
aan het vaccin-mRNA zijn aangebracht, om de omvang van hun stroomafwaartse 
signaalmechanismen van werking en de mogelijke gevolgen voor de gezondheid volledig te 
verduidelijken. De kennis die uit deze onderzoeken wordt verkregen, is van cruciaal belang om, verder 
dan onbewezen aannames, inzicht te krijgen in de veiligheid van mRNA-vaccins en op mRNA 
gebaseerde therapieën voor de menselijke gezondheid. 
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